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Abstract
　　Under　mild　and　severe　hyperthermia，　the　body　temperature－dependent　changes　in　rat　hepatic　extracel－
lular　amino　acid　levels　were　examined　by　means　of　the　microdialysis／HPLC－ECD　method．　Moreover，　the
effect　of　reducing　body　temperature　on　the　hepatic　dysfunction　caused　by　hyperthermia　was　discussed．
By　means　of　microdialysis，　levels　of　hepatic　amino　acids　at　normal　body　temperature　（370C）　decreased
during　the　first　30　min，　and　then　stabilized　in　the　last　60　min．　When　the　body　temperature　was　raised
to　400C，　no　significant　changes　in　any　of　the　examined　amino　acid　levels　were　observed．　ln　increasing
the　body　temperature　to　410C，　however，　the　levels　of　two　examined　amino　acids　（serine：Ser　and
glutamine：Gln）　elevated　rapidly　and　significantly，　while　others　（aspartate：Asp，　asparagine：Asn，
glycine：Gly，　glutamic　acid：Glu，　alanine：Ala　and　arginine：Arg）　swiftly　increased　or　did　not　change．
At　temperatures　higher　than　430C，　significant　increases　in　Asp　and　Asn　were　detected　with　simultaneous
significant　increase　in　the　heart　rate，　although　the　blood　pressure　did　not　change．　Furthermore　the
mortality　of　experimental　animals　was　increased　when　the　body　temperature　was　raised　higher　than　420C．
Cooling　treatment　revived　the　increase　of　most　amino　acid　levels，　except　for　Asp　evoked　by　hyperthermia
and　the　number　of　dead　animals　reduced．　These　results　suggest　that　the　marked　changes　of　the　amino
acid　levels　in　the　liver　caused　by　the　hyperpyrexia　do　not　correlate　with　the　severity　of　hepatic
dysfunction　and　that　cooling　treatment　could　be　usefu1　for　treatment　of　hepatic　dysfunction　induced　by
malignant　hyperpyrexia．
Introduction
　　Under　hyperthermia　（i．e．，　body　temperature　increased　to　42eC），　as　a　result　of　malignant　hyperpyrexia
during　anesthesia，　heat－stroke　and　as　a　result　of　malignant　tumoriN4），　a　significant　increase　in　systolic
blood　pressure　was　observed，　although　the　diastolic　blood　pressure　did　not　change．　At　this　time，　the
cardiac　output　declined　resulting　in　heart　failure5一’8）．　The　correlation　between　the　regulation　of　body
temperature　and　the　functions　of　biological　f【uid　and　blood　circulation　is　well－known9・10），　and　dysfunc－
tions　of　the　cardiovascular　system　induced　by　malignant　hyperpyrexia　have　been　reportediiAv’3）．
However，　it　must　also　be　considered　that　the　destruction　of　the　blood　circulation　system　induced　by
Received　Mar．　18，　1997　Accepted　Jun．　24，　1997
Key　words：amino　acids，　hyperthermia，　liver，　rnicrodialysis，　thermal　dependency．
（Reprint　requests　to：Mari　Kubota　M．D．，　Department　of　Anesthesiology，　Tokyo　Medical　College，　6－7－1　Nishi－
Shinjuku，　Shinjuku－ku，　Tokyo　160，　Japan．）
（1）
July，　1997 Hepatic　Amino　Acid　Levels　Under　Hyperpyrexia一　511　一
malignant　hyperpyrexia　may　influence　the　functions　of　other　organs，　e．g．，　liver　and　kidney，　and　these
deteriorations　may　be　a　cause　of　deathi4一’i6）．　For　instance，　hyperthermia　induced　by　heatstroke　or
sunstroke　caused　severe　damage　to　hepatic　function2，6，i2）．
Furthermore，　it　has　been　documented　that　the　severe　reduction　of　blood　flow，　i．e．，　cardiac　ischemia，
causes　extraordinary　release　of　amino　acid　and　inhibition　of　neural　uptake　transporters，　resulting　in　an
increase　of　the　extracellular　amino　acidsi6’一i8）．　ln　the　liver，　however，　the　possible　correlation　between
changes　in　metabolic　fate　of　amino　acids　and　hepatic　dysfunction　under　conditions　of　malignant
hyperpyrexia　has　not　been　studied　in　detail．　Additionally，　it　has　recently　been　pointed　out　that　the
dynamics　of　amines　and　amino　acids　in　the　liver　may　be　regarded　as　indicating　the　degree　of　dysfunctions
induced　by　ischemiai5，’9），　and　that　the　variation　of　amino　acids　in　the　liver　affects　disorders．
　　The　present　study　focuses　on　the　relation　between　the　alteration　of　extracellular　levels　of　amino　acids
and　hepatic　dysfunction　under　conditions　of　severe　hyperpyrexia．　We　measured　the　time－dependent
alterations　of　biogenic　amino　acids　by　means　of　microdialysis　with　the　HPLC－ECD　method　during
isoflurane　anesthesia．　Moreover，　we　examined　the　therapeutic　effects　of　cooling　on　changes　in　levels　of
amino　acids　induced　by　hyperpyrexia　in　rats，　since　the　treatment　by　cooling　is　usefu1　for　the　cytoprotec－
tion　and　the　improvement　of　oligemia．　The　results　provide　clues　for　evaluating　the　mechanism　of　effective
treatment　for　malignant　hyperpyrexia．
Materials　and　Methods
　　Approval　of　the　Animal　Committee　of　Tokyo　Medical　College　was　obtained　prior　to　initiating　this
study．　A　total　of　31　male　Wistar　rats　（250一一350g）　were　anesthetized　with　isoflurane　（induction：　02　2L／
min，　N，O　2L／min，　isoflurane　2．09（o，　maintenance：　O，　2L／min，　N，O　2L／min　and　isoflurane　1．0（i70），　and
they　were　tracheotomized　to　control　respiration　（rate：80／min，　tidal　volume：15・Nt20ml／kg）．　The　end－
tidal　CO2　level　was　continuously　maintained　at　35tx一・40mmHg．
　　Throughout　the　experiment，　the　right　femoral　artery　was　cannulated　to　measure　the　systemic　arterial
pressure　（80－v　l　OOmmHg），　and　the　right　femoral　vein　was　cannulated　for　continuous　injection　of
Ringer’s　solution　（8－v　l　Oml／kg／h）　and　pancuronium　（O．2mg／kg／h）．　The　biological　parameters，　i．e．，
blood　pressure　（mean　arterial　pressure　MAP），　heart　reat　（HR），　pH，　Pao2，　Paco2，　electrocardiogram　and
body　temperature，　were　measured　constantly．
　　A　microdialysis　probe　（diameter：O．5mm，　EICOM　Co，　Tokyo，　Japan）　to　measure　the　hepatic　extracel－
lular　amino　acids　was　placed　in　the　right　lobe　of　the　liver　（less　than　3mm　from　the　surface）　for　longer
than　l　hr　after　anesthesia　was　initiated．　The　levels　of　nine　extracellular　amino　acids　in　the　liver　were
determined　by　the　modification　of　the　previously　described　methodi9）．　Briefly，　the　samples　were　collected
at　a　fiow　rate　of　2pt　1／min　using　a　microdialysis　system　（an　autoinjector：AC－10，　EICOM），　and　these
levels　were　quantitated　by　an　HPLC－ECD　system　（EP－300／ECD－300，　EICOM）．　Beginning　30　min　after
insertion　of　the　microdialysis　probe　into　the　liver，　the　levels　of　amino　acids　were　measured　every　15　min．
Retention　time　（min）　of　aspartate　（Asp），　glutamic　acid　（Glu），　serine　（Ser），　asparagine　（Asn），
glutamine　（Gln），　glycine　（Gly），　arginine　（Arg）　and　alanine　（Ala）　were　2．10±O．15，　2．63±O．2，　4．71±
O．39，　5．83±O．5，　6．66±O．57，　8．91±O．75，　10．9±O．81　and　15．7±1．27，　respectively．　The　actual　chromato－
gram　of　eight　extracellular　amino　acids　in　the　liver　is　shown　in　Fig．　1．　ln　this　experiment，　each　amino　acid
content　was　represented　as　a　nmol／ml　calculated　from　the　area　under　the　curve　of　chromatography．
　　The　preparation　of　animals　for　studying　hyperthermic　pathophysiology　was　a　modification　of
Carlsson’s　method20）．　The　body　temperature　of　anesthetized　Wistar　male　rats　was　raised　from　37eC　to
43eC　by　10C　every　15　min　by　two　heating　lamps．
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Fig．　1　Chromatogram　of　amino　acids　detected
　　　in　rat　liver　by　means　of　HPLC－ECD　method
　　　with　microdialysis．
　　Experimental　animals　ware　classified　into　the　following　four　groups：
　　1）　Control　Group：Body　temperature　was　maintained　at　370C　for　90　mines　by　two　heating　lamps
（n　＝＝　9）
　　2）　Mild　Hyperthermia　Group：Body　temperature　was　raised　from　37eC　to　410C　for　60　minutes　（n＝8）
　　3）　Severe　Hyperthermia　Group：Body　temperature　was　maintained　at　370C　and　raised　to　430C　for　90
minutes　（n＝5）
　　4）　Cooling　Treatment　Group：Body　temperature　was　raised　to　41eC　and　then　cooled　down　to　37eC　by
means　of　irrigation　of　the　abdominal　cavity，　i．p．　perfusion　（3ml／hr）　of　cold　（about　40C）　Ringer’s　solution
and　a　cold　pad　（n＝9）
　　All　results　were　subjected　to　one一　or　two－way　analysis　of　variance　and　differences　among　means　were
determined　by　the　Newman－Keulsrange　test　at　the　O．05　significance　level．
Results
　　Changes　in　mortality　and　serum　pH　induced　by　hyperthermia　（Table　1）
　　While　the　body　temperature　in　the　experimental　animals　was　raised　to　around　430C，　the　number　of
deaths　increased　and　the　pH　level　of　rat　serum　decreased．　Table　1　shows　the　effects　of　raised　body
temperature　on　mortality　and　serum　pH　in　rats．　Between　37eC　and　41eC，　all　experimental　animals　were
alive，　although　the　serum　pH　level　at　higher　than　410C　was　slightly　lower　than　that　at　370C．　Raising　body
temperature　to　between　420C　and　430C，　however，　the　serum　pH　level　significantly　decreased　（p〈O．Ol）
and　a　few　animals　died．　All　rats　died　within　15　min　after　the　body　temperature　was　raised　to　43“C．　ln
these　animals，　the　serum　pH　levels　showed　acidosis．
　　Changes　in　heart　rate　and　mean　blood　pressure　of　hyperthermia　rats　（Fig．　2）
　　The　HR　and　MAP　of　experimental　animal　were　recorded　on　rasing　body　temperature　to　420C　（Fig．
2）．　The　blood　pressure　did　not　show　any　significant　changes　when　body　temperature　was　raised　to　420C，
（3）
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Table．　1　Changes　in　mortality　and　serum　pH　induced　by　hyperthermia
37℃ 39℃ 41。C　　　　　　　　　　　42。C 43℃ Cooling
Mortality0／9 o／9 0／9　　　　　2／9 9／9 0／9
pH 738＋0．10　　一 7．25±0．09 7。21±二〇．10　　　　　7，18±0．05＊ 一 7．35十〇．10　　一
Each　“mortality”　was　calculated　as　a　following　formula；number　of　dead　rats／total　experimental　rats．
Each　pH　value　is　shown　as　mean±S．D．　of　nine　experiments．　ln　the　43eC　group，　the　pH　gradient　of　dead
rats　was　excluded　in　the　Table．
’Significant　difference　from　the　pH　value　obtained　at　37eC；’p〈O．Ol
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Fig．　2　Changes　in　heart　rate　（HR）　and　blood
　　　pressure　（mean　arterial　pressure：MAP）　of
　　　normothermia　（conyrol）　and　hyperthermia
　　　rats．　Each　value　is　mean±S．D．　of　five　to
　　　seven　experiments．　The　values　for　cooling
　　　demonstrate　the　HR　and　MAP　obtained　at
　　　the　treatment　of　cooling　from　41“C　to　370C．
　　　　’p〈O．05，　”p〈O．Ol．　significantly　different
　　　from　the　value　obtained　at　37aC．
Rectal　temperature　（OC）
although　the　heart　rate　increased　significantly　at　higher　than　41eC．　On　raising　body　temperature　to　430
C，　the　heart　rate　was　suddenly　elevated　and　most　of　animals　died　（data　not　shown）．
　　Hepatic　amino　acid　levels　under　normothermia
　　Within　the　first　30min　after　the　microdialysis　probe　was　inserted，　these　levels　reduced　to　70　or　8090
0f　baseline　values，　and　then　stabilized．　When　the　values　of　extracellular　amino　acids　stabilized，　the
mean±S．D．　levels　（nmol／ml）　of　ASP，　Ser，　Asn，　Gly，　Glu，　Ala，　Arg　and　Gln　were　2．50±O．79，　2．89±O．89，
5．97±0．93，19．3±1．25，24．9±4．23，76．8±9．56，84．8±16．15and　89．6±1生21，　respectively．　These　mean
levels　were　calculated　as　the　maximun　value　（10090）　of　each　amino　acid　in　the　following　experiments．
　　Changes　in　hepatic　amino　acid　levels　due　to　the　increase　in　body　temperature　（Fig．　S）
　　The　fluctuations　of　hepatic　amino　acids　caused　by　the　increasing　body　temperature　（370C　to　410C）　of
the　mild　hyperthermia　group　are　shown　in　Fig．　3．　The　examined　amino　acid　levels　did　not　show　any
remarkable　change　up　to　400C　when　compared　to　those　seen　at　normal　body　temperature　（370C）．
However，　when　the　body　temperature　rose　to　410C，　most　extracellular　levels　of　amino　acids，　except　for
Ser，　Arg　and　Gln，　did　not　show　marked　increases．　ln　particular，　the　levels　of　Ser　and　Gln　were　highest
among　the　increased　group　of　amino　acids．
　　Effects　of　cooling　treatment　and　the　temperature　elevation　on　changes　in　hepatic　amino　acids
（Fig．　4）
　　On　raising　the　body　temperature　from　410C　to　43eC，　markedly　changed　levels　of　amino　acids　were
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detected　and　these　induced　severe　damage　（Table　1）．　ln　Fig．　4，　the　effects　of　cooling　treatment　on
marked　increases　of　amino　acid　levels　induced　by　severe　hyperthermia　are　demonstrated．　The　increased
heart　rate　returned　to　the　level　at　370C　（Fig．　2）．　ln　the　severe　hyperthermia　group，　increased　levels　of
Asp，　Asn，　Ser，　Glu　and　Gly　were　observed．　ln　particular，　the　greatest　increases　were　detected　in
concentrations　of　Asp　and　Asn．　Pre－treatment　by　cooling　significantly　attenuated　the　increases　in　Asn，
Ser，　Glu　and　Gly　levels，　although　the　decreased　level　of　Asp　did　not　completely　recover　to　the　level
obtained　at　41eC．　However，　the　level　of　all　examined　amino　acids　after　cooling　treatments　were　not
significantly　different　compared　with　values　at　370C　（Fig．　4）．
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Fig．　4　Effects　of　the　cooling　treatment
　　　and　the　temperature　elevation　on
　　　changes　in　hepatic　amino　acids
　　　levels．　Each　bar　represents　the　mean
　　　of　three　to　six　experiments．　These
　　　data　were　compared　to　the　values
　　　obtained　at　410C．　’p〈O．05，　”p〈
　　　O．Ol．　significantly　different　from　the
　　　value　obtained　at　37eC．
Discussion
　　The　specific　aim　of　this　study　was　to　determine　how　high　body　temperature　damages　hepatic　functions
which　might　be　regulated　by　the　blood　flow，　since　it　is　understood　that　malignant　hyperpyrexia　causes
heart　failure　and　reduction　of　systemic　blood　flow5，i8’i9）．　However　before　this　could　be　done，　it　is　necessary
to　select　suitable　common　markers　to　examine　effects　on　several　organs，　inculding　hepatic　function．
　　In　this　study，　extracellular　amino　acid　levels　in　the　liver　were　selected　as　markers　in　evaluating　hepatic
dysfunctions　for　the　following　three　reasons：　first，　it　is　well－known　that　either　an　increase　or　decrease　in
amino　acid　levels　in　the　blood　or　urine　could　be　a　sign　of　metabolic　disorder，　since　amino　acids　are　widely
distributed　in　the　body　and　they　are　important　for　the　synthesis　of　proteins　in　blood　and　tissues20）22）23）．
Secondly，　changes　in　the　metabolic　fate　of　amino　acids　in　organs　might　indicate　how　homeostasis　is
maintained23）．　Lastly　a　highly－sensitive　microdialysis　and　HPI．C－ECD　system　fbr　the　quantitative
measurement　of　the　amino　acid　levels　has　been　developed，　and　this　method　can　detect　time－dependent
changes　of　extracellular　amino　acid　levels24，25）．
　　The　results　obtained　from　the　measurement　of　body　temperature－dependent　extracellular　amino　acid
levels　in　the　liver　show　that　these　levels　were　stable　when　the　body　temperature　was　increased　to　400C，
and　that　marked　changes　of　amino　acid　levels，　particularly　Ser　and　Gln，　were　observed　when　the　body
temperature　was　raised　to　41eC　（see　Fig．　3）．　Changes　in　the　extracellular　amino　acid　levels　by　hyperpyr－
exia　can　be　classified　into　two　groups，　1）the　sensitive　amino　acid　group：Ser　and　Gln，　and　2）the
insensitive　amino　acid　group：Asp，　Asn，　Glu，　Ala，　Arg　and　Gly．　ln　the　experiments　at　a　body　tempera－
ture　higher　then　42eC，　the　heart　rate　markedly　increased　due　to　the　reduction　of　blood　flow，　and　most
of　the　animals　died．
　　Taking　into　consideration　either　the　increase　or　decrease　of　amino　acid　levels　at　a　body　temperature
of　420C，　these　fluctuations　could　be　due　to　the　reduction　of　hepatic　blood　fiow26）．　However，　it　is　difficult
to　explain　the　different　patterns　of　extracellular　amino　acid　changes　by　the　relation　between　fluctuations
in　metabolic　pathways　and　the　reductions　of　blood　flow．
　　Malignant　hyperpyrexia　caused　metabolic　acidosis　（Table　1）．　ln　general，　the　production　of　ammonia
in　the　liver　can　be　enhanced　significantly　by　the　metabolic　acidosis．　These　increases　could　be　accelerated
by　the　enzymal　activity　of　glutaminase　which　is　present　in　the　liver　and　converts　Gln　to　Glu．
The　increase　of　ammonia　level　potentiates　both　activities　of　Glu　dehydrogenase，　［which　catalyzes　Glu
（6）
一　516　一 THE　JOURNAL　OF　TOKYO　MEDICAL　COLLEGEVol．55　No．4
form　alpha－ketoglutarate］，　and　Gln　synthetase　［which　catalyzes　the　synthesis　of　Gln　form　Glu］．
Moreover，　a　large　amount　of　ammonia　stimulates　the　synthesis　of　urea，　therefore　increased　amounts　of
Asp　and　Arg　would　be　necessary　for　the　urea　cycle　in　the　liver．　Pyridoxal　phosphate　levels　would　be
elevated　in　proportion　to　the　activating　of　urea　cycle，　and　the　turnover　rates　of　Asn，　Ala　and　Gly　are
increased．　These　reactions　are　reversible　and　are　important　for　maintaining　the　intoxication　of　ammonia．
Thus，　in　malignant　hyperpyrexia，　the　metabolic　rates　of　intracellular　amino　acids，　related　to　the　urea
cycle，　should　be　elevated．
　　However，　in　this　experiment，　only　Ser　and　Gln　showed　significant　increases　at　410C，　while　other　amino
acid　levels　did　not　markedly　change．　This　discrepancy　can　be　explained　by　the　following　two　reasons：
one　reason　is　that　the　exchanging　velocity　of　amino　acids　from　serum　to　tissue　and　from　tissue　to　serum
which　is　regulated　and　controlled　under　normal　conditions　and　part　of　serum　amino　acids　is　taken　into
the　composition　of　tissues　through　the　capillary　wall．　ln　anomalous　states，　the　utilization　of　stocked　amino
acids　is　excessive，　and　the　exchange　diffusion　of　amino　acids　from　tissue　to　serum　is　reduced27）．　Another
reason　is　that　the　enzymal　activities　of　asparagine　synthetase　and　the　oxidation　of　NADH“　in　the　Krebs
cycle　could　be　damaged　under　the　critical　conditions28，29）．　Therefore，　in　severe　hyperpyrexia，　the　elevation
of　extracellular　levels　of　Asp　and　Asn　in　the　liver　could　be　a　sign　of　hepatic　dysfunction．
　　Cooling　treatment　attenuated　most　of　the　marked　changes　in　levels　of　amino　acids　induced　by
malignant　hyperpyrexia　（Fig．　4）．　These　results　also　suggest　that　those　changes　might　not　be　closely
related　to　the　derease　in　blood　flow　and　that　the　physiological　results　of　cooling　on　the　disorders　induced
by　malignant　hyperpyrexia　could　have　direct　effects　on　the　immunological　response，　i．e．，　the　depression
of　the　immune　response　and　modulation　of　multiple　enzymal　activities．
　　In　conclusion，　malignant　hyperpyrexia　（420C）　induced　metabolic　acidosis，　significant　reduction　of
blood　flow　and　marked　changes　in　the　extracellular　amino　acid　levels　in　the　liver．　ln　particular，　the　level
of　two　hepatic　amino　acids　（Asp　and　Asn）　significantly　increased　under　the　most　severe　conditions，
although　levels　of　other　amino　acid　examined　did　not　show　remarkable　changes．　These　groups　were
modulated　by　the　cooling　treatment，　which　was　effective　in　attenuating　changes　of　amino　acid　levels　to
the　control　levels．　Thus　cooling　treatment　may　be　usefu1　for　the　protection　of　hepatic　function　as　well　as
for　the　recovery　of　hepatic　function　damaged　by　malignant　hyperpyrexia．
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麻酔ラットでの中等度および過剰高体温の
　　肝細胞外アミノ酸量に及ぼす影響
久保田真理
東京医科大学麻酔回教室
（指導：一色　淳主任教授）
　熱中症，悪性過高熱症，悪性腫瘍に対する温熱療法など，42℃以上の高体温は臨床上遭遇するものである．
高体温により肝細胞障害が発生すると言われており，高体温の肝代謝に及ぼす影響は計りしれない．そこで，
イソフルレン麻酔下のラット肝細胞外への放出アミノ酸の，実験：的体温上昇に伴う経時的変化を，マイクロ
ダイアリシス法を用いて測定した．動物はウィスター系雄性ラット（生後8～12week，体重250～300g）を
用いた．麻酔は，イソフルレン2．0％で導入後，気管切開し，一回換気量3ml，呼吸回数80　rate／minにて陽
圧換気を行い，イソフルレン1．5％で維持した．次いで大腿静脈に上馬ュレーションし，リンゲルを3m1／hr，
パンクロニウム0．6mg／hrと共に輸液した．加温は，ランプにより1℃／hr上昇するよう調節し，冷却は，氷
嚢，4℃生理食塩水による腹腔内洗浄，さらに4℃リンゲルを3ml／hr輸液することにより行った．麻酔開始
1hr後微小透析プローブを肝に刺入固定し，30　min後より15　min毎にアミノ酸を採取，　HPLC法により8種
類のアミノ酸，すなわち，アスパラギン酸，グルタミン酸，アスパラギン，グルタミン，セリン，グリシン，
アルギニン，アラニンを分析した．尚，実験群は4群に分け，①平常体温37℃に維持したものをコントロー
ル群，②37℃より41℃まで加温したものを中等度高体温群，③41℃の時点でさらに加温し続け43℃にした
ものを過剰高体温群，④41℃の時点で冷却措置し37℃したものを冷却措置群とした．各アミノ酸は体温上昇
に伴い増加した．殊に40℃以上における増加が大きく，中でもセリン，グルタミンは著明に増加した．43℃
に上昇すると，アラパラギン酸，及び，アスパラギンの著明な上昇が認められた．冷却措置後は各アミノ酸
量は41℃におけるアミノ酸レベルまで回復したが，アスパラギン酸のみ高値を示していた．以上の成績をま
とめると，高体温の程度で，肝のアミノ酸代謝系は異なっており，殊に，アスパラギン酸の動態は肝代謝系
以上の指標となることが示唆された．さらに，冷却措置は悪性高熱症時の肝機能異常にも効果的と考えられ
た．
（キーワード）アミノ酸，高体温，肝，マイクロダイアリシス，熱依存性
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